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論文内容の要旨 
 
[背景] 
 ダイヤモンドやグラファイトと同様に炭素同素体であるフラーレンは 60以上の炭素
原子で構成されたケージ状の多環縮環構造を有する炭素クラスターの総称である。フラ
ーレンの中でも特に、全て等価な sp2炭素原子 60 個から成る C60は対称性が高く、端
のない縮合芳香環であるという構造的特徴を有する。そのため機能性材料や医薬品への
応用を目指して活発に研究されている。当研究室では高脂溶性の C60に水溶性置換基を
導入した誘導体に着目し、導入する置換基によって異なる生理活性を示すこと、たとえ
ばピロリジニウム構造を有する 1 (Fig. 1) は、HIV逆転写酵素 (HIV-RT) 阻害活性や
がん細胞増殖抑制効果を示すことを明らかとしてきた。 
 現在、HIV感染者に対する薬物治療としては、抗レトロウイルス療法 (ART) が確立
されている。ART は逆転写酵素阻害薬やプロテアーゼ阻害薬、インテグラーゼ阻害薬
など作用機序の異なる複数の治療薬を組み合わせて HIV の増殖をマルチに阻害する多
剤併用治療法である。しかし HIV は変異が速く、耐性ウイルスの出現も多数報告され
ており、さらに多剤併用療法において問題となる薬物間相互作用などの発生リスク低減
のために、単剤で複数のターゲットに作用可能な新薬の創製が継続的に望まれている。
また抗悪性腫瘍薬に関しても代謝拮抗薬やアルキル化剤、微小管阻害薬、ホルモン類似
薬、白金製剤、分子標的薬など様々な作用機序の治療薬が臨床応用されている。しかし
転移性がん患者においては、高い確率で多剤耐性を獲得しているという報告も存在して
おり、薬剤耐性がん治療薬の創製は急務である。 
 
[研究目的] 
 先述のように1はHIV-RT阻害活性およびがん細胞増殖抑制効果を示すことが明らか
となっている。またこれらの活性には、C60誘導体であるがゆえの構造的特徴および既
存薬とは異なる活性発現メカニズムが関与している。したがって 1は薬剤耐性が問題と
 - 2 - 
なっている抗 HIV薬や抗悪性腫瘍薬への応用が期待される。しかし 1は 1つの C60骨
格上に 2 つの置換基を有するビス付加体である。C60誘導体のビス付加体には理論上 8
種類の位置異性体が存在し、合成段階で分離が容易ではない位置異性体の混合物となる。
そこで 1 と同様にカチオン構造を有し、より分離が容易なモノ付加の構造活性相関 
(SAR) を検討し、1よりも有用なリード化合物の創出を研究目的とした。 
 
[抗HIV活性を示す C60誘導体の創出] 
 当研究室ではこれまでにモノ付加体である 2も強い HIV-RT阻害活性を示すこと、ま
た弱いながらHIVプロテアーゼ (HIV-PR) 阻害活性を示すことも見出している。さら
に 2の構造を生かしつつ、カチオン性置換基となるピリジン環を導入した類縁体のSAR
検討から cis-3が比較的強いHIV-RT阻害活性を示すことを筆者のこれまでの研究で見
出した。そこでより強い抗HIV活性誘導体の創出を目的とし、cis-3を基盤にピロリジ
ン環 2位の置換基や分子内におけるピリジン環の位置の変更、スピロピペリジニウム環
の導入などによる SARを検討した (Fig. 1)。 
 
Fig. 1  抗 HIV活性を評価した新規 C60誘導体 
 
 C60 誘導体は全て対応するグリシン誘導体/アミンおよびアルデヒド/ケトンより系中
にて発生させたアゾメチンイリドとC60による 1,3-双極子付加環化反応により置換基を
導入し、ヨウ化メチルによる窒素原子の第四級化を経て合成した。ただし 4a~5b に関
しては 1,3-双極子付加環化反応、トリフルオロメタンスルホン酸 (TFMSA) による脱
保護によって中間体 11を合成したのちに対応するアミンとの縮合、ピリジン環窒素原
子の第四級化を経て合成した (Scheme)。 
 新規C60誘導体および修士研究時に合成済みのC60誘導体 (Fig. 2) を用いてHIV-RT
阻害活性、HIVプロテアーゼ (HIV-PR) 阻害活性、細胞毒性、細胞系における抗 HIV
活性を以下に示す方法に従って評価した。 
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Scheme  C60誘導体の合成 
 
HIV-RT阻害活性 : Biotin-dG15-Poly(C)を鋳型、 3H-dGTPを基質としてHIV-RT及び
被験化合物を加えてインキュベーションした。新たに生成した DNAにストレプトアビ
ジンコートシンチレーションプロキシミティアッセイ (SPA) ビーズを結合させ、発光
強度を測定することでHIV-RT阻害活性を評価した。 
HIV-PR 阻害活性 : HIV-PR に認識、切断される 8 残基のペプチド鎖を基質として
HIV-PRおよび被験化合物を加えてインキュベーションした。生成したペプチド断片を
LC-MS の SIM モードで検出したクロマトグラムのピーク面積から定量することで
HIV-PR阻害活性を評価した。 
細胞毒性 : 播種したマウス胎児線維芽細胞 (NIH3T3細胞) に、被験化合物を加えてイ
ンキュベーションした。その後トリパンブルー染色法により生細胞数を測定して細胞毒
性を評価した。 
 
Fig. 2  C60誘導体の構造 
 
細胞系における抗HIV活性 : pNLLuc∆Bg (pHL4-3の nefの位置にルシフェラーゼ遺
伝子をもち、かつ envが欠損しているプラスミドベクター)、pNLn∆Bs (HIV-1 Env発
現ベクター) の 2 種類の遺伝子をヒト胎児由来腎臓上皮細胞 (293T 細胞) にトランス
フェクションし、ウイルスおよび被験化合物のみ透過可能なメンブレンインサートとと
もに CD4陽性ヒト T細胞 (M8166細胞) を添加した。その後、M8166細胞および 293T
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細胞を回収、破砕してルシフェラーゼアッセイにて抗 HIV活性を評価した。また、HIV
感染前期過程に対する活性として、M8166細胞に HIVウイルス (lucを有しかつ Env
をもたないウイルスを放出するベクターおよび Env 発現ベクターを共導入して産生し
たもの) および被験化合物 (10 µM) を添加して 3日間培養後、細胞を破砕し、ルシフ
ェラーゼ活性を評価した。さらに、HIV感染後期過程に対する活性として、293T細胞
に HIV-1 感染性クローン pNL4-3 をトランスフェクションさせたのちに被験化合物 
(10 µM) を添加し、3日間インキュベーションした後、細胞から放出されたウイルス量
を p24 ELISAにより測定した。本活性評価は熊本大学薬学部の藤田美歌子准教授に行
っていただいた。 
 
結果  
 全てのC60誘導体がポジティブコントロールであるネビラピンよりも強いHIV-RT阻
害活性を示した。また trans-3 の活性が cis-3 とほぼ同程度であり、化合物の立体化学
は活性の強弱に影響しないことが示唆された。一方で cis-3のピロリジン環 2位をエス
テルからアミド (4a、4b) やヒドロキサム酸エステル (5a、5b) に変換しても活性がほ
ぼ同程度であったが、置換基をなくした 10b や N-メチル-ピリジニウム構造を有する
6aや 6bは活性が低下したため、強いHIV-RT阻害活性発現にはピロリジン環 2位にカ
ルボン酸類縁体のような適度な大きさの置換基が必要であると考えられる。HIV-PR阻
害活性に関してはほとんどの誘導体が活性を示さなかったものの、2、trans-3、4a、4b、
5a、5b、9が弱いながら活性を示すことが明らかとなった。なお 7(C=4)、7(C=6) 以外
の誘導体は細胞毒性を示さなかった。 
 C60誘導体の中から cis/trans-3、9、10a、10b を選抜し、細胞系における抗 HIV 活
性を検討した。その結果、いずれの C60誘導体も有意に相対ルシフェラーゼ活性が低下
し (p<0.01)、細胞系においても抗HIV活性を示すことが明らかとなった (Fig. 3)。し
かし C60誘導体はいずれも細胞系における抗 HIV活性と HIV-RT 阻害活性との相関が
弱く、ネビラピンよりも活性が低かった。この原因として、抗 HIV 活性の発現には
HIV-RT阻害活性やHIV-PR阻害活性に加え、細胞膜透過性などの物性パラメーターが
影響していると考えらえる。また、HIV感染前期過程に対する活性を評価したところ、
10aを除く全ての C60誘導体が活性を示した。しかしこの活性はHIV-RT阻害活性、細
胞系における抗HIV活性のいずれとも相関がほとんど見られなかったため、C60誘導体
の抗 HIV活性には複数の要因が関与していることが示唆された。またHIV感染後期過
程に対する活性を評価したところ、いずれの C60誘導体も有意な活性を示しており、特
に 9が比較的強い活性を示した。9は他の C60誘導体よりも HIV-PR阻害活性が強いた
め、感染後期過程においても強い活性を示したと考えられる。また C60誘導体は HIV
感染前期/後期いずれにも作用する、すなわちHIV-RT/PRを含む複数の作用点を阻害す
ることで強い抗HIV活性を示すことが示唆された。 
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 以上の結果から、細胞系における抗 HIV 活性が強かった cis/trans-3、9、10a、10b
は抗 HIV薬の有用なリード化合物であることが示唆された。特に HIV-RT/HIV-PRい
ずれに対しても比較的強い活性を示し、細胞系における抗 HIV 活性も良好であった 9
は、ART とは異なり、単剤で複数のターゲットを阻害することで耐性獲得を回避しう
るという点で、新規な抗HIV薬リード化合物として有用であると考えられる。 
 
[抗腫瘍活性を示す C60誘導体の創出] 
 当研究室の西澤らにより 1はヒト前骨髄球性白血病細胞 (HL60細胞) に対して増殖
抑制効果を示し、その活性発現には細胞内酸化ストレス惹起によるアポトーシス誘導が
関与していることが明らかとなっている。また 1と同様に分子内に 2箇所のカチオン構
造を有する cis-12 が HL60 細胞に対して強いがん細胞増殖抑制効果を示すことを筆者
は修士研究時に見出した。そこで cis-12 と同様に分子内にジカチオン構造を有する誘
導体 (Fig. 4) に注目し、そのがん細胞増殖抑制効果および in vivo系における抗腫瘍活
性を評価した。 
 
 
Fig. 4  抗腫瘍活性を検討した C60誘導体 
 
 C60誘導体はこれまでと同様に 1,3-双極子付加環化反応による置換基導入およびヨウ
化メチルによる窒素原子の第四級化を経て合成した。またがん細胞増殖抑制効果および
in vivo系における抗腫瘍活性は以下に示す方法にしたがって評価した。 
 
がん細胞増殖抑制効果 : Table 2に示す各種細胞 (HL60、A549 (ヒト肺胞基底上皮腺が
ん細胞)、HeLa (ヒト子宮頸がん細胞)、NIH:OVCAR-3 (シスプラチン耐性ヒト卵巣腺
がん上皮細胞)、K562 (ヒト慢性骨髄性白血病細胞)、K562/ADM (ドキソルビシン耐性
ヒト慢性骨髄性白血病細胞))を播種したのちに、被験化合物を加えてインキュベーショ
ンした。その後トリパンブルー染色法により生細胞数を測定することで細胞毒性を評価
した。 
in vivo系における抗腫瘍活性 : A549細胞 (1.0x107 cells) をヌードマウス (雌性 4週
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齢) の皮下に移植した。移植 17日後よりオリーブオイルに懸濁した被験化合物を 1日
1回、6日間連続で腹腔内投与した。投与開始日を Day 1とし、投与完了日より 14日
間 (Day 20) の腫瘍体積を測定し、抗腫瘍活性を評価した。なお本実験は慶應義塾動物
実験委員会に実験計画書を提出し、その内容が承認 (承認番号 : 17043-(0)) されている。 
 
結果 
 まずHL60細胞を用いてがん細胞増殖抑制効果を評価したところ、新規誘導体のうち 
6a、7(C=1)、8(C=2) を除く誘導体は 1 よりも強い活性を示すことが明らかとなった。
また SARの検討から、1) ピロリジン環 2位にカチオン性置換基を導入した方が強い活
性発現に有利であるものの N-メチル-4-ピリジニウム構造の導入は不適切であること、
2) ピリジニウム構造とピロリジニウム構造間のスペーサー長は長い方が強い活性を示
すこと、3) ピリジニウム構造を 2箇所以上導入しても活性は変化しないことの 3点が
明らかとなった。なおHL60細胞に対して活性を示した誘導体のうち cis-12、13(C=1)、
15 については 1 と同様に細胞内酸化ストレスを惹起することで細胞のアポトーシスを
誘導していることを確認した。また HL60 細胞に対して活性を示した誘導体を用いて
A549細胞、HeLa細胞、NIH:OVCAR-3細胞、K562細胞、K562/ADM細胞に対する
活性を評価した。その結果いずれの細胞に対しても先述の 3点の SARが確認された。
さらにシスプラチン耐性細胞 (NIH:OVCAR-3 細胞) あるいはドキソルビシン耐性細
胞 (K562/ADM 細胞) に対してもそれぞれ対応する非耐性細胞 (シスプラチン非耐性
細胞 : HeLa細胞、アドリアマイシン非耐性細胞 : K562細胞) と同程度に強い活性を
示したため、C60誘導体は薬剤耐性がん治療にも応用可能であることが示唆された。 
 また A549細胞に対して強い活性を示した 15を用いて A549細胞を移植したマウス
ゼノグラフトモデルにおける抗腫瘍活性を評価した。その結果、15 は有意に腫瘍体積
の増加を抑制し (p<0.05)、1 と同程度に強い抗腫瘍活性を示すことが明らかとなった。
また 15添加群において有意な体重減少や肝臓重量、脾臓重量の増加は確認されなかっ
たため、15は肝臓や脾臓に対する毒性を示していないことが示唆された。 
 
[総括] 
 抗 HIV活性の評価により、強い活性を示すことに加えてHIVに対して複数のステッ
プを阻害することで耐性獲得を回避しうる 9を、抗腫瘍活性の評価により薬剤耐性がん
細胞、さらにはマウスゼノグラフトモデルにおいて強い活性を示す 15を見出した。こ
れらの誘導体は強い活性を示すことに加え、位置異性が存在しないモノ付加体であり、
さらにピロリジン環 2 位にスピロピペリジニウム構造を導入したことで分子内に不斉
炭素を含んでおらず、医薬品として開発する際に障害となる鏡像異性が存在しないこと
からも医薬品リード化合物として適していると考えられる。 
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論文審査結果の要旨 
 
博士論文提出後、副査 2 名による個人面談（試問）を行い、論文内容に関しての指
摘、改善に関する指導が行われた。それを踏まえた博士論文発表は平成 30年 2月 24日
（土）13時から薬学研究科委員会のメンバー等の出席のもと、学内公開で実施された。 
発表会では、以下に示す研究の背景から、カチオン型 C60誘導体の医薬品応用を目的
とした抗 HIV活性、抗腫瘍活性の検討に関する研究内容が発表された。その後の 15分
間の口頭試問では副査ならびに他の教員からの質問があり、概ね的確な応答がなされた。
なお、発表会での質問内容は誘導体の立体化学決定法、水溶性と生理活性の相関、HIV
逆転写酵素阻害活性等の構造活性相関、誘導体の膜透過性などであった。 
HIVに対しては逆転写酵素阻害薬やプロテアーゼ阻害薬、インテグラーゼ阻害薬など作
用機序の異なる治療薬を組み合わせる多剤併用治療法が行われ、ある程度の効果は上がっ
ている。しかし耐性ウイルスは現在でも出現し、さらに多剤併用療法では薬物間相互作用、
患者コンプライアンスなどの問題があり、単剤で複数のターゲットに作用する新薬の創製
が望まれている。また、抗腫瘍薬に関しても様々な作用機序の治療薬が臨床応用されてい
るが、多剤耐性の問題があり耐性がん治療薬の創製が求められている。 
C60に代表されるフラーレンは球状の炭素同素体であり、医薬品としての応用を目指
した研究を医薬品化学講座では進めている。新奇化合物としてユニークな物理、化学的
性質を有するフラーレンは様々な分野での応用が期待され、医薬品としての応用研究も
進んでいる。その中で安野君は修士課程等で得たカチオン型 C60誘導体の HIV逆転写酵
素阻害活性やがん細胞増殖抑制効果を基盤に、さらに有効で医薬品応用に適した誘導体
の創製を目的とした。そして、HIV増殖抑制や、in vivoでの抗がん活性、さらには細胞
毒性も含めて構造活性相関等を検討した。 
 安野君は分離が困難で医薬品とするには不適な位置異性体のない誘導体としてプロ
リン型 C60誘導体に着目し、カチオンを置換基部位に導入することを考えた。様々な誘
導体をデザイン・合成し、HIV 逆転写酵素阻害活性、HIV プロテアーゼ阻害活性、細
胞毒性、細胞系での抗HIV活性（実験は熊本大学藤田准教授に依頼）を評価した。 
 今回合成した全ての C60誘導体が臨床に用いられているネビラピンよりも強い HIV
逆転写酵素阻害活性を示した。構造活性相関を検討し、本活性にはピロリジン環 2位に
カルボン酸類縁体で適度な大きさの置換基が必要であること等を見出した。HIV プロ
テアーゼ阻害活性はほとんどの誘導体でなかったが、9 等が弱いながら活性を示した。
なお一部を除く誘導体は細胞毒性を示さなかった。C60誘導体の中から cis/trans-3、9、
10a、10bを選抜し、細胞系で HIV増殖抑制効果を検討し、抗 HIV活性を示すことが
明らかとなった。また、HIV 感染前期過程に対しては 10a を除く C60誘導体が抑制活
性を示し、HIV 感染後期過程には、いずれの誘導体も有意な抑制を示した。特に 9 が
後期課程に強い活性を示したが、9 は他の誘導体よりも HIV プロテアーゼ阻害活性が
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強いためと考えた。このように C60誘導体は HIV感染前期/後期いずれにも作用する、
すなわち複数の作用点を阻害することで強い抗HIV活性を示すことが示唆された。 
 がん細胞増殖抑制効果には複数のカチオン部位が有効でることを安野君は修士研究
で見出しており、これをもとに多くのプロリン型誘導体をデザイン・合成した。そして、
HL60細胞を用いてがん細胞増殖抑制効果を評価し、ピロリジン環 2位にカチオン性置
換基を導入した方が強い活性発現に有利であるが 4-ピリジニウム構造は不適切である
こと、ピリジニウム構造とピロリジニウム構造間のスペーサー長は長い方が強い活性を
示すこと等を明らかにした。さらに A549 細胞、NIH:OVCAR-3 細胞(シスプラチン耐
性ヒト卵巣腺がん上皮細胞)、K562細胞、K562/ADM細胞(ドキソルビシン耐性ヒト慢
性骨髄性白血病細胞)に対する活性を評価し、耐性細胞にも有効なことを明らかにした。
上記で有効であった 15を用いて A549細胞を移植したマウスゼノグラフトモデルにお
ける抗腫瘍活性を評価し、強い抗腫瘍活性を示すことが明らかにした。また 15添加群
において有意な毒性は見られなかった。 
 以上より、強い抗 HIV活性を示すことに加えてHIVに対して複数のステップを阻害
することで耐性獲得を回避しうる 9を、また、薬剤耐性がん細胞、さらにはマウスゼノ
グラフトモデルにおいて強い活性を示す 15を創出した。これらは位置異性が存在しな
いことに加え、ピロリジン環 2位置換基はスピロピペリジニウム構造のため、医薬品と
して開発する際に障害となる鏡像異性が存在しないことからも医薬品リード化合物と
して適していると考えられる。 
 以上、本論文の内容は博士（薬学）の学位に値する業績であると判定した。さらに、
申請者の博士論文発表会での発表、試問に対する応答も妥当で、周辺知識も十分であり、
これらに関しても博士（薬学）も学位に十分値するものと考える。 
 以上の経緯を踏まえ、博士論文発表会後に行われた薬学研究科委員会の合否判定会議
で本研究論文に関する討議が行われ、安野 拓実 君提出の学位論文の内容は博士の学
位を授与するに値するものであると評価され、学位を授与することが決定した。 
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